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緒言 
 
	 血管新生とは、血管内皮増殖因子（VEGF）や塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）などの血管新
生促進因子の刺激に応じて、既存の血管から新たな血管網を構築する複雑な事象である［1］。血管新
生は、マトリックスメタロプロテアーゼなどによる細胞外マトリックスや基底膜の分解、血管内皮
細胞の遊走・増殖、管腔状の形態変化などの過程から構成されており［2］、がん細胞の増殖や転移（病
的血管新生）、および創傷治癒や胎盤形成（生理的血管新生）の過程で重要な働きをしている。近
年、VEGFの中和抗体であるベバシズマブや、VEGF受容体キナーゼの阻害活性をもつスニチニブ
やソラフェニブなど、血管新生を標的とした分子標的薬によるがん治療が広く行われており、血管
新生抑制療法はがん治療の一つとして確立している。しかしながら、これらの薬物には血圧上昇や
タンパク尿、出血傾向のような副作用も問題視されている。また、これらの薬物はVEGFや受容体
チロシンキナーゼを阻害する同じ機序によるものであり、薬物耐性を回避する点でも、それ以外の
機序をもつ血管新生抑制薬が求められている。そのためにも血管新生の過程を解明するための基礎
的研究が必要である。 
	 Cysteine-rich motor neuron 1 (CRIM1) は運動神経に発現する分子として発見された［3］。CRIM1は、
Insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)様ドメイン、RGDモチーフおよびvon Willebrand factor 
C (vWC)ドメインを含む細胞外領域と、他の分子との相同性は見出されていない短鎖の細胞内領域
からなる分子量 120~130 kDaの 1回膜貫通型タンパク質［3］である（Fig. 1A）。運動神経や血管内皮
細胞などの細胞膜に主に発現が認められる［3］（Fig. 1B）。 
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Fig 1. (A) Structure of CRIM1 and (B) localization of CRIM1 in HUVECs. 
 
	 CRIM1は細胞内領域を介して N-cadherinや β-cateninと複合体を形成し、中枢神経系の発生過程
で神経板の細胞間接着の安定化に寄与することが報告されている［4］。その後、CRIM1 は血管新生
促進因子により刺激を受けた血管内皮細胞が管腔形成する際にその mRNA が上昇し、発現するこ
と、血管内皮細胞においてCRIM1 mRNAをノックダウンすると管腔形成が著しく阻害されること
が報告された［5］。さらに、CRIM1 コンディショナルノックアウトマウスでは網膜の血管形成不全
が起こること［6］、CRIM1 モルファントゼブラフィッシュでは血管系の構築が阻害されること［7］、
CRIM1の機能が欠損しているCrim1 KST264/KST264マウスでは糸球体の形成不全を引き起こすことも報
告されている［8, 9］。従って、CRIM1は血管新生に重要な役割を担う分子であることが認識されてい
る。しかしながら、CRIM1の血管内皮細胞における分子機能や管腔を形成する機序については、明
らかにされていない。血管新生における CRIM1 の発現誘導機構、機能や役割を研究することで、
CRIM1を介した新たな血管新生調節機構の一端を解明できる。さらに、これまでとは異なる機序を
持つ血管新生阻害剤の開発にも貢献でき、がん治療の選択肢が広がる可能性が期待できる。 
	 そこで申請者はCRIM1に着目し、本研究において血管内皮細胞におけるCRIM1の機能や作用機
序について検討した。すなわち、本研究の第 1章では血管内皮細胞におけるCRIM1 mRNAの発現
誘導機構、第 2章では血管内皮細胞の増殖、遊走および管腔形成における CRIM1の機能、第 3章
では血管内皮細胞の形態変化（管腔形成）における CRIM1 の機能について検討し、得られた知見
から結論を総括した。 
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第 1章	 CRIM1 mRNAの発現誘導機構 
 
	 血管内皮細胞におけるCRIM1 mRNAは、単層培養と比較してコラーゲンゲルやマトリゲル上で
の三次元培養で発現が上昇し、管腔形成に関与することが報告されている［5］。しかしながら、CRIM1 
mRNAの発現誘導機構については不明である。そこで、本章ではCRIM1 mRNAの発現誘導機構に
ついて検討を行った。 
	 ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）をコラーゲンコートされたディッシュ上に播種した単層培養、
あるいはコラーゲンゲル内に播種した三次元培養を行い、VEGF存在下あるいは非存在下で 8時間
培養した。RNAを回収後、RT-PCR法によりCRIM1 mRNAの発現変動を検討した（Fig. 2A）。そ
の結果、HUVECにおけるCRIM1 mRNA発現量は、単層培養ではVEGF存在下あるいは非存在下
いずれの条件においても変化は認められなかった。コラーゲンゲル三次元培養では、CRIM1 mRNA
の発現量は、VEGF非存在下では単層培養と同程度の発現量であったのに対して、VEGF存在下で
は非存在下と比較して約 3.5倍上昇した。CRIM1タンパク質の発現量も、単層培養と比較して三次
元培養で上昇した（data not shown）。 
 
Fig. 2 CRIM1 mRNA expression in HUVECs. 
(A) HUVECs were incubated in collagen-coated dishes (groups 1, 2) or in collagen gels (groups 3, 4) in the presence of 
vehicle (groups 1, 3) or 30 ng/ml VEGF (groups 2, 4) for 8 h. CRIM1 and GAPDH mRNA levels were measured by 
RT-semiquantitative PCR. The CRIM1 mRNA levels were normalized to those of GAPDH mRNA, and the relative 
mRNA expression was determined as the fold difference compared with group 1. The data are represented as mean ± S.E. 
for four experiments. Significantly different from group 1 at **P < 0.01. (B) HUVECs were incubated in collagen gels in 
the presence of 30 ng/ml VEGF for the indicated times. The CRIM1 mRNA levels were normalized to those of GAPDH 
mRNA, and the relative mRNA expression was determined as the fold difference compared with 0 h. Microscopic 
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photographs are shown (magnification: × 100). The data are represented as mean ± S.E. for four experiments. Significantly 
different from 0 h at *P <0.05 and **P < 0.01.  
 
	 三次元培養でVEGFの存在下でのみCRIM1 mRNAの発現が上昇したことから、三次元培養にお
けるCRIM1の発現変動を継時的に検討した（Fig. 2B）。CRIM1 mRNAは管腔形成が認められない
VEGF 刺激 2 時間後から発現量が上昇し、管腔伸長の間も上昇が維持された。以上のことから、
HUVECにおけるCRIM1 mRNAは、細胞外の三次元環境とVEGFなどの血管新生促進因子の刺激
の両方により発現レベルが上昇すること、管腔構造の形成に先行して細胞の形態変化が認められな
いVEGF刺激初期から上昇することが明らかとなった。 
	 次に、申請者はCRIM1 mRNA発現誘導に関与する細胞内シグナルについて検討を行った。血管
内皮細胞の管腔形成にはVEGFなどの血管新生促進因子による Extracellular-regulated kinase (ERK)、
Akt、Focal adhesion kinase (FAK)などの活性化が重要な役割を担うことが知られている［10-13］。ERK
は多くの増殖因子の刺激により MAPK-ERK キナーゼ（MEK）を介して活性化されるキナーゼで、
主に細胞の増殖や分化を制御している。Akt は細胞の生存に関与するシグナルであるが、内皮細胞
の遊走や血管新生にも重要な働きをすることが報告されている。FAKは増殖因子の刺激や細胞外マ
トリックスのインテグリンとの接着部位で活性化し、細胞の形態変化により遊走に重要な役割を担
うキナーゼである（Fig. 3）。 
 
Fig. 3 VEGF signaling to ERK, Akt and FAK. 
 
そこで、三次元培養のHUVECにおいてCRIM1 mRNAの発現への ERK、Akt、FAKの関与につい
て各キナーゼ阻害剤を用いて検討した。HUVECを VEGFで刺激したとき、ERK、Akt、FAKのリ
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ン酸化の亢進を確認した（Fig. 4）。PD98059（MEK阻害剤）、LY294002（PI3K阻害剤）、PF562271
（FAK阻害剤）の前処理は、それぞれ VEGFによる ERK、Akt、FAKのリン酸化を顕著に抑制し
た。 
 
 
Fig. 4 Activation of Erk1/2, Akt and FAK in HUVECs.   
HUVECs were pretreated with 10 µM PD98059 for Erk1/2, 10 µM LY294002 for Akt or 10 µM PF562271 for FAK 
(lane 3) for 30 min and then stimulated with vehicle (lane 1) or 30 ng/ml VEGF (lanes 2 and 3) for 15 min.  
Phospho-proteins were detected by immunoblotting.	   
 
次に、これらのキナーゼ阻害剤のVEGFによるCRIM1 mRNA 誘導に対する効果について検討した
（Fig. 5）。VEGF処理で上昇するCRIM1 mRNAレベルは、PD98059（MEK阻害剤）前処理により
81.2%、PF562271（FAK 阻害剤）前処理により 38.9%低下した。しかしながら、LY294002（PI3K
阻害剤）前処理では、CRIM1 mRNA発現量に影響はみられなかった。 
 
 
Fig. 5 Effects of protein kinase inhibitors on CRIM1 mRNA expression in HUVEC.   
HUVEC were pretreated with (A) 10 µM PD98059 for MEK, (B) 10 µM PF562271 for FAK or (C) 10 µM LY294002 for 
Akt for 30 min and then incubated in collagen gels in the presence of vehicle or 30 ng/ml VEGF for 2 h. CRIM1 and 
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GAPDH mRNA levels were measured by RT-semiquantitative PCR. The CRIM1 mRNA levels were normalized to those 
of GAPDH mRNA, and the relative mRNA expression was determined as the fold difference compared with 
vehicle-treated cells without inhibitors. The data are represented as mean ± S.E. for four experiments. *, #Significantly 
different from vehicle-stimulated cells without inhibitors and VEGF-stimulated cells without inhibitors, respectively, at 
**P < 0.01, #P <0.05 and ##P < 0.01. 
 
 
小括 
 
 CRIM1 mRNAの発現は、VEGFなどの血管新生促進因子と細胞外マトリックスによる三次元環
境の両者により誘導される。 
 CRIM1 mRNAの発現上昇は、管腔形成に先行して上昇する。 
 CRIM1 mRNAの発現誘導には、ERKや FAKを介したシグナルが関与する。 
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第 2章	 血管内皮細胞の増殖、遊走および管腔形成におけるCRIM1の機能 
 
	 第 1章の結果により、管腔形成初期からCRIM1 mRNAの発現が誘導され、その後の管腔形成に
関与すると考えられることから、CRIM1の発現量増加が内皮細胞の機能に影響する可能性が推察さ
れたため、内皮細胞の増殖、遊走および管腔形成におけるCRIM1の機能を検討した。 
 
第 1節	 CRIM1の増殖における機能 
	 CRIM1の基礎レベル（内因性発現レベル）の発現量が増殖に与える影響を検討した。HUVECは
発現量は低いがCRIM1を発現している。この基礎レベルのCRIM1の機能を検討するため、CRIM1
のノックダウンを行った。HUVECにCRIM1 siRNAまたはNegative control siRNAを導入し、CRIM1
発現を確認した（Fig. 6A）。CRIM1 siRNA導入後 24hから 72hまでCRIM1ノックダウンが観察さ
れたが、Negative control siRNA導入ではCRIM1発現に影響はみられなかった。CRIM1をノックダ
ウンしたHUVECの増殖を検討した（Fig. 6B）。コラーゲンコート上に播種した単層HUVECをVEGF
存在下で48時間培養し、生細胞測定試薬WST-8添加2時間後の吸光度を測定した。その結果、CRIM1
発現をノックダウンしても、HUVECの増殖に変化は認められなかった。このことから、CRIM1は
基礎レベルの発現量では増殖に影響を与えないことが示唆された。 
 
Fig. 6 Effects of CRIM1 siRNA on expression of CRIM1 and proliferation of HUVEC. 
(A) Negative control siRNA (N) or human CRIM1 siRNA (CR) was introduced to HUVECs, and then the cells were 
cultured for the indicated times. Expression of CRIM1 and actin was detected by immunoblotting. (B) Proliferation was 
assessed by colorimetric method using WST-8. HUVECs were subjected to RNAi for CRIM1 for 24 h. After the cells 
were incubated with VEGF for 48 h, proliferation was determined. The data are represented as mean ± S.E. for six 
experiments. 
 
	 単層培養は内皮細胞の増殖や遊走の検討に適しているが、HUVECは単層培養ではVEGF刺激に
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関わらずCRIM1 mRNAの発現量は変化しない。単層培養のHUVECにおけるCRIM1の過剰発現を
試みたが、HUVEC へのトランスフェクション効率が低く、実験に用いることが困難であった。そ
こで、申請者は HUVEC と類似の形質を持つマウス血管内皮細胞 F-2 を用いることとした（Table	 
１）。 
 
 HUVEC F-2 BAEC 
 ヒト臍帯静脈内皮細胞 マウス血管腫由来内皮細胞 ウシ大動脈内皮細胞 
Proliferation ◯ ◯ ◯ 
Migration ◯ ◯ ◯ 
Tube formation ◯ ◯ × 
CRIM1 expression ＋ ＋ Not detected 
Table 1. Characteristics of cultured endothelial cells. 
 
F-2 は、培養維持が容易であり管腔形成能を有しており、三次元条件で VEGF 刺激により CRIM1
の発現量が増加した（Fig. 7A）。一定した CRIM1高発現とするため、F-2を利用して CRIM1安定
高発現株を次のように作製した。F-2に全長ヒトCRIM1 cDNAをリポフェクション法により導入し、
G-418存在下で約 1ヶ月選択培養して生存していた細胞のコロニーからランダムに選択した細胞を
F-2/CR1、F-2/CR2とし、その形質を検討した（Fig. 7B）。F-2/Normalと比較してF-2/CR1およびF-2/CR2
では、CRIM1発現量の上昇が認められたが、内皮細胞のマーカーである eNOSやVE-cadherinの発
現量には変化は認められなかった。細胞形態も F-2/Normalと比較して変化は認められなかった。こ
れらのCRIM1安定高発現 F-2株を以後の実験に使用した。 
 
Fig. 7 Normal F-2 cells and stably CRIM1-overexpresssing F-2 (CR1, CR2) cells. 
(A) F-2 cells were incubated in collagen-coated or in collagen gels in the presence of 30 ng/ml VEGF. Expression of 
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CRIM1 and actin was detected by immunoblotting. (B) CR1 and CR2, stably CRIM1-overexpressing F-2 lines, were 
constructed. Expression of CRIM1, eNOS and VE-cadherin in F-2, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells was examined by 
immunoblotting. (Right) CRIM1-overexpression had no effect on cell shape (magnification: ×100). 
 
CRIM1 高発現が内皮細胞の増殖に与える影響について検討した。F-2/Normal、F-2/CR1 および
F-2/CR2を 1% FBS存在下で 48時間培養し、WST-8により増殖を測定した。F-2/Normalと比較して
F-2/CR1は 54%、F-2/CR2は 27%増殖が低下した（Fig. 8）。 
 
 
 
Fig. 8 Proliferation of F-2/Normal, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells.  
Proliferation was assessed by colorimetric method using WST-8. F-2, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells were incubated with 1% 
FBS for 48h, and then proliferation was determined. The data are represented as mean ± S.E. for six experiments. 
*Significantly different from normal cells or mock at *P < 0.05, **P < 0.01. 
 
CRIM1高発現による増殖抑制効果は、別の内皮細胞でもみられるのかを検討した。ウシ大動脈内
皮細胞（BAEC）は、内因性CRIM1の発現はみられず管腔形成能はないが、増殖能や遊走能は有し
ている（Table 1）。BAECにCRIM1 cDNAを一過性にトランスフェクションし、CRIM1を発現させ
た。その後、１％FBS 存在下で 48 時間培養し、増殖を検討した。ベクターpCI-neo を導入した
BAEC/Mockと比較して、BAEC/CRIM1では増殖が 57%抑制された（Fig. 9A）。 
	 CRIM1 の作用が内皮細胞特異的であるかを検討するため、アフリカミドリザル腎臓由来細胞
COS-7、チャイニーズハムスター卵巣由来細胞CHO、およびヒト胎児腎由来細胞HEK293にヒト全
長CRIM1 cDNAあるいはベクターpCI-neo（Mock）を導入し、増殖を検討した。しかしながら、CRIM1
を発現させても、内皮細胞のような増殖抑制作用は認められなかった（Fig. 9B）（CHO、HEK293：
data not shown）。 
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 以上の結果から、CRIM1は基礎レベルの発現量では内皮細胞の増殖には影響しないが、発現量増
加により内皮細胞の増殖を抑制することが判明した。内皮細胞以外のCOS-7、CHOおよびHEK293
細胞では増殖抑制作用は認められなかったことから、CRIM1の作用は内皮細胞特異的である可能性
が示唆された。 
 
 
 
Fig. 9 Effect of CRIM1 on proliferation of BAEC and COS-7 cells. 
pCI-neo without any insert cDNA (Mock) or pCI-neo containing CRIM1 cDNA was introduced to BAEC (A) or COS-7 
cells (B), and then the cells were cultured for 24h. After the cells were incubated with 1% FBS for 48h, proliferation was 
assessed by colorimetric method using WST-8. The data are represented as mean ± S.E. for six experiments. *Significantly 
different from normal cells or mock at ***P < 0.001. 
 
第 2節	 CRIM1の遊走における機能 
	 CRIM1 の基礎レベルの発現量が遊走に与える影響について検討した。CRIM1 siRNA または
Negative control siRNAを導入したHUVECをコラーゲンコートした 12-well plateに播種しコンフル
エントまで培養後、増殖因子非含有培地に交換し 24 時間培養した。その後、VEGF 含有培地に交
換し細胞単層を一定幅剥離し、剥離直後と 6 時間培養後の剥離幅の差を遊走距離として算出した。
その結果、CRIM1 siRNA導入細胞とNegative control siRNA導入細胞の遊走距離は同程度であった。
このことから、CRIM1 は基礎発現レベルでは内皮細胞の遊走には影響を与えないことが示された
（Fig. 10）。 
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Fig. 10 Effect of CRIM1 siRNA on migration of HUVECs.  
HUVECs were subjected to RNAi for CRIM1, and then a linear scratch wound was made in the cell monolayer. After the 
cells were incubated with VEGF for 6 h, and then migration was determined. The data are represented as mean ± S.E. for 
six experiments. 
 
	 次にCRIM1高発現が内皮細胞の遊走に与える影響について検討した。F-2/Normal、F-2/CR1およ
び F-2/CR2をコンフルエントまで培養後、細胞単層を一定幅剥離し、1% FBS存在下で 6時間培養
後の遊走距離を測定した。F-2/Normalの遊走距離は約 40 µmであったのに対して、F-2/CR1および
F-2/CR2の遊走距離は、約 90 µmと約 70 µmであり、CRIM1高発現により有意な遊走亢進が認めら
れた（Fig. 11）。 
 
 
Fig. 11 Effect of CRIM1 on migration of F-2.  
F-2, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells were incubated with 1% FBS for 24h, and then a linear scratch wound was made in the 
cell monolayer. After the cells were incubated with 1% FBS for 6h, migration was determined. The data are represented as 
mean ± S.E. for six experiments. *Significantly different from normal cells or mock at **P<0.01.  
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 BAECに全長CRIM1 cDNAを一過性にトランスフェクションし、CRIM1を発現させ、同様に細
胞遊走を検討した。Mockと比較して、CRIM1発現により遊走が約 40 µm亢進した（Fig. 12A）。 
	 COS-7、CHOおよびHEK293においてもCRIM1を発現させ、同様の検討を行ったが、遊走距離
に有意な差が認められなかった（Fig. 12B）。以上の結果から、CRIM1の発現量増加による遊走亢進
作用は、内皮細胞特異的である可能性が示唆された（CHO、HEK293：data not shown）。 
 
 
 
Fig. 12 Effect of CRIM1 on migration of BAEC and COS-7 cells. 
pCI-neo without any insert cDNA (Mock) or pCI-neo containing CRIM1 cDNA was introduced to BAEC (A) or COS-7 
cells (B), and then the cells were cultured for 24h. After a linear scratch wound was made in the cell monolayer, BAEC or 
COS-7 cells were incubated with 1% FBS for 4h or 6h, respectively, then migration was determined. The data are 
represented as mean ± S.E. for six experiments. *Significantly different from normal cells or mock at **P<0.01. 
 
第 3節	 CRIM1の管腔形成における機能 
 
	 CRIM1にアンチセンスRNAを導入したHUVECでは管腔形成は著しく阻害されることが報告さ
れているが［5］申請者もCRIM1 siRNAを導入するとHUVECの管腔形成が起こらないことを確認し
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た。次に、申請者はCRIM1の発現量増加が管腔形成に及ぼす作用を、F-2を用いてコラーゲンゲル
三次元培養で検討した。F-2/Normal、F-2/CR1および、F-2/CR2をコラーゲンゲル中に播種し、1%FBS
存在下で 24時間培養し、形成された管腔の長さと分岐数を測定した（Fig. 13）。いずれの細胞も管
腔を形成したが、その長さはF-2/Normalと比較してF-2/CR1およびF-2/CR2では約2倍に上昇した。
同様に、分岐数は F-2/CR1では約 2倍に、F-2/CR2では約 3倍に増加した。このことから、CRIM1
高発現は管腔伸長や分岐数増加により管腔形成を促進することが認められた。管腔形成能を有さな
いBAECにCRIM1を発現させ管腔形成実験を行ったが、BAECではCRIM1発現の有無に関わらず、
管腔を形成しなかった（data not shown）。 
 
 
         
Fig. 13 Effect of CRIM1 on formation of tubular structures of F-2 cells.  
F-2, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells were incubated in collagen gels in the presence of 1% FBS for 24h, and then tube length 
and branches were determined. (A) Typical photographs are shown (magnification: ×100). (B) Total tubule length and (C) 
total tubule branches were measured. The data are represented as mean ± S.E. for three to five experiments. *Significantly 
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different from normal F-2 at *P < 0.05 and **P < 0.01, respectively.   
 
 
小括 
 
 CRIM1 は基礎レベルの発現量では内皮細胞の増殖や遊走には影響しないが、発現上昇により増
殖を抑制し、遊走を促進する。 
 CRIM1は、発現量増加により、内皮細胞の管腔形成を促進する。 
 増殖および遊走に対するCRIM1の作用は、COS-7、CHOおよびHEK293細胞では認められない。 
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第 3章	 CRIM1の血管内皮細胞の形態変化（管腔形成）における機能 
 
	 血管内皮細胞の安定した管腔の形成にはVE-cadherinを介した細胞間接着の形成が重要である［14］。
CRIM1は中枢神経系の神経板形成過程でN-cadherinと複合体を形成し、細胞間接着に重要な役割を
担うことが報告されている［4］。第 2 章の結果より、CRIM1 発現量増加により内皮細胞の管腔形成
を促進したことから、CRIM1とVE-cadherinとの関連性について検討した。第 1節では血管内皮細
胞の VE-cadherin を介した細胞間接着に対する CRIM1の影響、第 2節では CRIM1の VE-cadherin
との複合体について検討を行った。 
 
第 1節	 VE-cadherinを介した細胞間接着に対する影響 
 
	 CRIM1の発現量増加がVE-cadherinを介した細胞間接着に及ぼす影響を、免疫染色により検討し
た。F-2/Normal、F-2/CR1および F-2/CR2をコラーゲンコートしたカバーガラス上に播種し、1% FBS
存在下でコンフルエントに培養した細胞を抗 VE-cadherin 抗体を用いて免疫染色を行った。
F-2/NormalではVE-cadherinが細胞間に沿って弱く不連続に染色されたのに対して、F-2/CR1および
F-2/CR2 では細胞間の輪郭に沿って明瞭かつ連続的に染色され、CRIM1 の発現量増加により
VE-cadherinの細胞間への集積が増加した（Fig. 14A）。VE-cadherinの細胞間接着にはカルシウムイ
オンが必須であることから［14］、細胞間に集積したVE-cadherinが細胞間でホモフィリックな接着を
しているか検討するため、EGTA処理後免疫染色を行った。3 mM EGTAで 5分間処理後、免疫染
色を行った結果、F-2/Normal、F-2/CR1および F-2/CR2いずれも細胞間のVE-cadherinのシグナルは
消失した（Fig. 14B）。EGTA処理後、1% FBS/DMEM中で 90分培養後免疫染色したところ、培地
中のカルシウムイオンにより VE-cadherin のシグナルが回復した（Fig. 14C）。以上の結果より、
CRIM1の発現量増加により、細胞の接着結合を形成しているVE-cadherinの細胞間への集積が増加
することが判明した。 
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Fig. 14 Effect of CRIM1 on localization of VE-cadherin in F-2 cells. 
The cells were immunostained with anti-VE-cadherin antibody and then visualized with Alexa Fluor 546-conjugated 
secondary antibody. Images were obtained using a confocal laser-scanning microscope. (A) VE-cadherin localized at sites 
of cell-cell contact in F-2/normal, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells. (B) VE-cadherin signal in F-2, F-2/CR1 and F-2/CR2 cells 
were apparently abolished by EGTA treatment for 5 min. (C) Accumulation of VE-cadherin in F-2/CR1 and F-2/CR2 cells 
at sites of cell-cell contact was restored by addition of Ca2+. Typical results are shown in photographs (magnification: × 
600). 
 
第 2節	 VE-cadherinとの複合体形成 
 
	 コンフルエントに培養した F-2/Normal、F-2/CR1および F-2/CR2を回収後、VE-cadherinとCRIM1
の相互作用を検討するため、得られた細胞ライゼートからVE-cadherin抗体を用いてVE-cadherin免
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疫沈降し、抗 CRIM1抗体でイムノブロットした。F-2/NormalでもVE-cadherinとの CRIM1の共沈
が認められ（Fig. 15A）、血管内皮細胞においてCRIM1はVE-cadherinと複合体を形成することが明
らかとなった。CRIM1発現量を増加させた F-2/CR1および F-2/CR2では、VE-cadherinの発現量は
F-2/Normalと変化がなかったにもかかわらず（Fig. 15C）、VE-cadherinと共沈するCRIM1が明らか
に増加した（Fig. 15A）。なお、コントロール IgGで免疫沈降したとき、CRIM1およびVE-cadherin
の沈降は認められなかった（data not shown）。 
	 血管は、血管内皮細胞とその周囲の血管平滑筋細胞とのN-cadherinを介した接着により、成熟・
安定化することが知られている［15, 16］。また、CRIM1を HEK293に発現させると、N-cadherinとの
複合体形成が認められている［4］。そこで、F-2/Normal、F-2/CR1および F-2/CR2におけるCRIM1と
N-cadherinの相互作用について検討した。 
	 F-2/Normal、F-2/CR1 および F-2/CR2 のライゼートから、抗 N-cadherin 抗体を用いて同様の条件
で免疫沈降を行った。N-cadherin は沈降したにも関わらず、CRIM1の共沈は認められなかった（Fig. 
15B）。これらの結果から、CRIM1は内皮細胞間の接着分子であるVE-cadherinと複合体を形成する
が、N-cadherinとは相互作用しないことが示された。 
 
Fig. 15 CRIM1 forms a complex with VE-cadherin, but not with N-cadherin F-2 cells. 
F-2/Normal, F-2/CR1 and F-2/CR2 lysates were subjected to immunoprecipitation with anti-VE-cadherin antibody or 
anti-N-cadherin antibody, and then immunoprecipitants were analyzed by immunoblotting.  
 
 
小括 
 
 CRIM1 の発現量増加により、VE-cadherin の血管内皮細胞間への集積が増加し、VE-cadherin の
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接着結合が強められた。 
 血管内皮細胞において、CRIM1はVE-cadherinと複合体を形成するが、N-cadherinとは形成しな
い。 
 CRIM1 の発現量増加は、VE-cadherin の発現量に影響を与えず、VE-vadherin‐CRIM1 複合体を
増加させた。 
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総括 
 
	 CRIM1 は血管新生に重要な働きをすることが報告されているが［5］、血管内皮細胞における分子
機能や管腔を形成する機序については、明らかにされていない。本研究において、血管内皮細胞に
おけるCRIM1の機能について新規知見を得た。 
	 第 1章では、CRIM1 mRNAは三次元環境（三次元空間でのコラーゲンなどのマトリックス分子
との相互作用）とVEGFなどの血管新生促進因子の両方の同時刺激により、ERKや FAKの活性化
を介して、管腔形成に先行して上昇することが明らかとなった。CRIM1 mRNA の発現誘導に関与
する細胞内シグナルの報告はこれまでになく、本研究が初めてである。VEGFによる刺激だけでな
く、三次元培養で細胞外マトリックスとの相互作用により発現が誘導されることは、CRIM1が血管
内皮細胞の管腔形成に限定的に機能し、その発現が厳密に制御されていることを意味している。管
腔形成に先行してmRNAが上昇することは、CRIM1が内皮細胞の形態変化を誘導し、その後の管
腔形成に必要であるためと考えられる。 
	 管腔形成部位での血管内皮細胞の形質は一様ではなく、2つのサブタイプが提唱されている（Fig. 
16）［16, 17, 18］。既存血管から分岐して伸びていく先端部分の内皮細胞は細胞間接着が弱く、遊走が盛
んな細胞であり tip cellと呼ばれる。一方、その後に続く細胞では、遊走はなく形態変化を介して管
腔構造をつくる細胞間接着が強い細胞であり stalk cellと呼ばれる。以下では、本研究から得られた
CRIM1の機能を、tip cell、stalk cellに当てはめて考察する。 
 
Fig. 16 Tip cell and stalk cell. 
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The endothelial cells spearheading the vascular sprouts are known as the endothelial tip cells. Tip cells has motile activity. 
Following the tip cells are the endothelial stalk cells. Stalk cells form adherent junction to ensure the stability of cell-cell 
contacts and vascular tube morphological change. 
 
	 第 2章では CRIM1発現量増加により細胞の増殖は抑制され、遊走が亢進することが明らかとな
った。VEGFなどの血管新生促進因子は、単層培養では増殖を促進するが、三次元培養では増殖は
抑制され、管腔構造への内皮細胞の形態変化を誘導することが報告されている［19］。この報告と
CRIM1が増殖を抑制し遊走を促進し、続いての形態変化を起こし管腔形成を促進する結果とは一致
する。上記に加えて、CRIM1のこれらの機能発現には高発現（発現量増加）が重要であるが、実際、
CRIM1 は管腔の形成に先行して発現量が増加する。血管内皮細胞の増殖を抑制し遊走を亢進する
CRIM1のはたらきは主に、tip cellでの機能と考えられる。また、これらのCRIM1の機能から、CRIM1
は増殖を抑制し、遊走を促進し形態変化を誘導するスイッチ因子として管腔形成に関与することが
示唆される（Fig. 17）。増殖を抑制し形態変化を誘導する血管内皮細胞内分子の報告は今までになく、
申請者の知見がはじめてであり極めて興味深い。 
 
Fig. 17 Schematic representation of a proposed model on CRIM1 function in endothelial cell (tip cell).  
 
	 CRIM1は、F-2やBAECの血管内皮細胞に共通に増殖抑制と遊走促進を誘導した。それに対して、
COS-7、CHOおよび HEK293などの内皮以外の細胞では、CRIM1を発現しても増殖や遊走に影響
はみられなかった。これらのことから、CRIM1は内皮細胞特異的に発現する分子との相互作用によ
り作用を発揮することが示唆される。管腔形成能を有さない BAECに CRIM1を導入しても管腔は
形成しなかった。管腔形成には CRIM1 を含めて多くの分子が必須であり、管腔形成能を有さない
内皮細胞は、どれかの分子の欠損や機能不全があると考えられる。CRIM1だけを発現させても、不
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足している必須分子を補充することはできないと考えられる。 
	 CRIM1 発現量増加による増殖抑制作用の細胞内シグナルは不明である。CRIM1 を高発現してい
る F-2/CR1や F-2/CR2における ERKや Aktの活性化について検討を行ったが、VEGFによるリン
酸化亢進は F-2/Normalと比較して差は見られなかった（data not shown）。また、免疫生物学教室の
他グループの BAECにおける検討でも VEGFによる ERKや Aktのリン酸化は CRIM1過剰発現に
より影響されなかった。ただし、免疫生物学教室の他グループは、CRIM1 過剰発現により BAEC
の細胞周期がG1期アレストを起こすこと、p21の発現誘導を見出している。p21は、細胞周期の進
行を促進するサイクリン依存性キナーゼに結合し、その活性化を抑制する細胞周期のブレーキ役と
して機能する阻害タンパク質である［20］。従って、p21発現誘導までの細胞内シグナルは不明である
が、CRIM1による内皮細胞の増殖抑制には p21が関与することが示唆される。 
	 内皮細胞の遊走には Akt、JNK、ERK、p38 やアクチン骨格再編成に関与するキナーゼなど多く
の分子の関与が報告されている［21-27］。申請者は、CRIM1発現量増加による遊走促進は、Akt、JNK、
ERKや p38の活性化の亢進によるものか検討を行ったが、これらのキナーゼの活性化亢進は認めら
れなかった（data not shown）。現時点でCRIM1発現量増加による遊走促進に関与する分子は不明で
あり、さらなる検討が必要である。 
	 第 2章では、CRIM1発現量増加により管腔の長さが伸長し、分岐数が増加することが明らかとな
った。第 3章では、CRIM1は VE-cadherinと複合体を形成すること、CRIM1高発現は VE-cadherin
との複合体を増加しVE-cadherinの細胞間への集積を増加させ、VE-cadherinの接着結合を強めてい
ることが明らかとなった。VE-cadherinは、血管内皮細胞の接着結合を形成し、安定した管腔の形成
や維持に重要な役割を持つ［28, 29］。すなわち、stalk cellにおいて、増加したCRIM1は細胞質プール
のVE-cadherinを細胞膜へと移行させ、CRIM1－VE-cadherin複合体を増加し、VE-cadherinの接着結
合を強めて細胞間接着を安定化させ、管腔の形成に寄与することが示唆される（Fig. 18）。 
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Fig. 18 Schematic representation of a proposed model on CRIM1 function in endothelial cell (stalk cell).  
 
	 一方、血管内皮細胞においてはCRIM1とN-cadherinとの複合体形成は見られなかった。N-cadherin
は血管内皮細胞とその周囲の血管平滑筋細胞との接着に関与する［15, 16］。CRIM1は、内皮細胞と周
囲細胞とのN-cadherinを介した接着の調節には関与しないことが推察される。CRIM1は中枢神経系
の神経板形成過程でN-cadherinと複合体を形成し、細胞間接着に重要な役割を担うこと［4］、CRIM1
を HEK293細胞に発現させると N-cadherinと複合体を形成すること［4］が報告されている。内皮細
胞での CRIM1と VE-cadherinとの複合体形成も考慮すると、CRIM1と cadherinサブタイプとの複
合体形成は、両者の直接的な結合ではなく、細胞種に特異的な分子の介在が推察される。 
Angiopoietin 1は、内皮細胞に特異的に発現する受容体型チロシンキナーゼ Tie2のリガンドとし
て発見され、血管新生促進作用を有することが報告されている［30］。近年、Angiopoietin-Tie2シグナ
ルが細胞間接着の状況によって異なるシグナルを伝達することが報告された［31］。Angiopoietin-Tie2
系は、細胞間接着が形成されている状態では、その細胞間接着を安定化させるが、細胞間接着の形
成が弱い状態では遊走を促進し血管新生を促進することが報告された［31］。これは、本研究のCRIM1
のはたらきと非常に類似しており、興味深い。CRIM1とAngiopoietin-Tie2系との関連の可能性が考
えられるが、さらなる検討が必要である。 
	 本研究の成果は、CRIM1に関する新規の知見であり、今後はCRIM1のこれらの研究をさらに進
めることで、CRIM1による血管新生調節機構の解明と、血管新生阻害を標的とした新たながん治療
薬開発に貢献できると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 23 
実験方法 
 
1. 細胞培養 
	 単層培養においては、HUVEC（Lonza）はコラーゲンC（新田ゼラチン）でコートしたディッシ
ュに播種し、添加因子（2% FBS、EGF、bFGF、VEGF、IGF-1、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、ア
スコルビン酸、GA-1000；Lonza）含有 EBM-2（Lonza）中で、F-2（戸田憲一博士；北野病院皮膚
科）、F-2/CR1、F-2/CR2、BAEC（TOYOBO）、COS-7、CHOおよび HEK293（JCRB細胞バンク）
は 10% Fatal bovine serum（FBS；Gibco）含有Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM；Sigma 
Aldrich）中で、37℃、5% CO2の条件下で培養を行った。 
	 CRIM1発現を検討するための三次元培養においては、コラーゲンゲルを薄く敷いた 60 mm dish
に F-2を播種し、EDTA含有トリプシンで処理後、コラーゲナーゼ（Sigma）、ディスパーゼ（Sigma）
でコラーゲンゲルを消化した。室温、1500 rpmで遠心後、細胞ペレットを PBSで洗浄した。lysis buffer
（20 mM Tris-HCl pH 7.5、120 mM NaCl、5 mM EDTA、1% Nonited-P 40、0.25% Deoxychoric acid、5 
mM sodium orthovanadate、10 mM sodium fluoride、1 mM PMSF、0.8 µM aprotinin、15 µM E-64、20 µM 
leupeptin、10 µM pepstatin A）で細胞を回収し、イムノブロットを行った。 
 
2. RT-PCRによるCRIM1 mRNA測定 
	 HUVEC（2×105 cells）を 60 mm dishに播種し、添加因子含有 EBM-2で 60%あるいは 100%コンフ
ルエントになるまで培養した。その後、添加因子非含有EBM-2中で6時間培養後、阻害剤（PD98059、
LY294002 (Wako Chemicals)）、PF562271 (Tocris)；10 µM）を30分前処理後、30 ng/ml VEGF（PeproTech）
を添加し条件に合わせて培養後、セパゾール－RNA（ナカライテスク）で total RNAを抽出した。管
腔形成実験では、コラーゲンゲル中にHUVECを播種し、上記の条件で処理後 total RNAを抽出し
た。 
	 Total RNAは SuperScript Ⅲ SuperMixを用いて cDNAに逆転写し、CRIM1と GAPDHの cDNA
は下記プライマーを用いて、以下の条件での PCRにより増幅した。 
	 95℃ 1 min 
	 94℃ 30 sec 
	 60℃ 30 sec       20サイクル 
	 72℃ 30 sec 
	 72℃ 5 min 
CRIM1 primer； 5’－ CTGCTGCCCACAGTGTACAGAT－3’ 
5’－GCATGCTGTAGAAGCCACTGAATC－3’ 
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GAPDH primer；5’－TGAAGGTCGGAGTCAACGGA－3’ 
5’－ATTGAGAGCAATGCCAGCC－3’ 
PCR産物をアガロースゲル電気泳動し、臭化エチジウム染色後、PCR産物のバンド強度をデンシト
メーターにより測定した。をCRIM1 mRNA発現量は、内部標準としてGAPDH mRNA発現量で補
正した。 
 
3. RNA干渉（RNAi） 
	 HUVECを 60 mm dishに播種し 24時間培養後、Lipofectamine2000（Invitrogen）と混合した 50 nM 
Stealth CRIM1 siRNA（Invitrogen）あるいはNegative control siRNAを培地中に添加した。4時間培養
後、添加因子含有 EBM-2に置き換え、さらに 24時間培養した。 
 
4. CRIM1安定高発現 F-2株の作製 
	 ヒトCRIM1の全長 cDNAは、HepG2 cDNAを鋳型として、GEN BANK（Accession AY358372、
GI：37181866）の配列情報に基づいたプライマーを利用し、PCRクローニングした。F-2（4×105 cells）
を 60 mm dish に播種し 24 時間培養後、全長 CRIM1 cDNA を組み込んだ pCI-neo を混合した
Lipofectamine2000（Invitrogen）を培地に添加し、6時間インキュベートした後、200 µg/ml G-418を
含む 10% FBS/DMEMに培地を交換した。2−3日おきに培地交換しながら、1週間培養をした。細
胞を1 cells/wellになるように96-well plateに播種し、数日間培養し限界希釈法でクローニングした。
検鏡後、200 µg/ml G-418を含む 10% FBS/DMEMで 1ヶ月培養した。得られた F-2クローンごとに
選別し、無作為に選択した 2株を CRIM1安定高発現株 F-2/CR1および F-2/CR2として実験に供し
た。CRIM1の発現確認は、イムノブロットで行った。 
 
5. CRIM1の一過性発現 
	 BAEC、COS-7、CHOあるいはHEK293を 60 mm dishに播種し、24時間培養後、全長CRIM1 cDNA
を組み込んだ pCI-neoを混合した Lipofectamine2000（Invitrogen）を培地に添加し、4~5時間インキ
ュベートした。その後、200 µg/ml G-418を含む 10% FBS/DMEMに交換後、さらに 24時間培養し
た。CRIM1の発現確認はイムノブロットで行った。 
 
6. 細胞増殖 
	 HUVEC（2-4×104 cells）を 96 well plateに播種し、24時間培養した。増殖因子未含有の培地に交
換後、50 ng/ml VEGFを添加し 48時間培養した。その後、生細胞測定試薬WST-8（ナカライテス
ク）を添加して 2時間培養後に吸光度（450 nm/595 nm）を測定した。 
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 F-2、F-2/CR1および F-2/CR2（2×103 cells）を 96 well plateに播種し、1%FBS/DMEM中で 48時
間培養した。WST-8を添加し 1.5時間培養後の吸光度を測定した。 
	 BAECおよびCOS-7はCRIM1 cDNAを導入後 24時間培養後、96 well plate（2×103 cells）に播種
し、1%FBS/DMEM中で 48時間培養した。WST-8を添加し 1.5時間培養後の吸光度を測定した。 
 
7. 細胞遊走 
	 HUVECあるいは F-2を 12well plateに播種しコンフルエントになるまで培養後、増殖因子を含ま
ない培地に交換後、細胞単層を一定幅剥離した。30 ng/ml VEGFを添加し、剥離直後と 6時間培養
後にそれぞれ顕微鏡画面の写真を撮影した。それぞれの細胞間隙の剥離幅の差を遊走距離として測
定した。 
	 BAECおよびCOS－7はCRIM1 cDNAを導入後 24時間培養し、12 well plateに播種しコンフルエ
ントになるまで培養した。その後、1%FBS/DMEMに交換して 24時間培養後、細胞単層を一定幅剥
離し、剥離直後と 6時間培養後にそれぞれ顕微鏡画面の写真を撮影した。それぞれの細胞間隙の剥
離幅の差を遊走距離として測定した。 
 
8. 管腔形成 
	 HUVEC（2×105 cells）、F-2/Normal、F-2/CR1および F-2/CR2（4×104 cells）を、あらかじめ 60 mm 
dishあるいは 24-well plate内に作成したコラーゲンゲル上に播種し、37℃で 4~5時間培養後に培地
を除去し、上からコラーゲンゲル溶液を注ぎ、固めた後に培地を添加し各条件で培養した。 
	 コラーゲンゲルは以下のように調製した。氷上で 0.5 mg/mlのコラーゲン溶液（タイプⅠ-A	 新
田ゼラチン）、5倍濃縮のDMEM（NaHCO3未含有）、再構成バッファー（50 mM NaOH 100 ml中に
4.77 g HEPES、2.2 g NaHCO3）を混合し、37℃で 30分静置してゲルを作製した。 
37℃で各条件下で培養後、HUVEC はセパゾール RNA で回収し実験方法 2 で記載した手順に従
いRT-PCRを行った。管腔形成実験では顕微鏡下で 1 wellにつき 4視野撮影し、管腔の長さは Image 
Jソフトウエアで定量し、分岐数はカウントした。 
 
9. タンパク質定量 
	 タンパク質濃度は、Bradford法により測定した。検体 10 µlと 5倍希釈したプロテインアッセイ
CBB溶液（ナカライテスク）200 µlを混合し、室温で 5分静置後、吸光度（595 nm）から各サンプ
ルのタンパク質濃度を算出した。検量線は 750、500、250、125、62.5 µg/mlに調製した bovine serum 
albmin（BSA：Sigma Aldrich）を内部標準として作製した。 
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10. イムノブロット 
	 HUVEC、F-2、COS-7（2.5×105 cells）を 60 mm dishに播種し、別に示した処理後、以下の lysis buffer
で回収した。 
	 HUVEC（2×105 cells）を 60 mm dishに播種し、添加因子含有 EBM-2で 100%コンフルエントに
なるまで培養した。その後、添加因子非含有 EBM-2中で 6時間培養後、阻害剤（PD98059、LY294002 
(Wako Chemicals)）、PF562271 (Tocris)；10 µM）を 30分前処理後、30 ng/ml VEGF（PeproTech）を
添加し条件に合わせて培養後、以下の手順で回収した。 
	 細胞を PBSで 2回洗浄後、lysis buffer（20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、120 mM NaCl、5 mM EDTA、1% 
Nonited-P 40、0.25% Deoxychoric acid、5 mM sodium orthovanadate、10 mM sodium fluoride、1 mM PMSF、
0.8 µM aprotinin、15 µM E-64、20 µM leupeptin、10 µM pepstatin A）を加えてセルスクレーパーで回
収した。氷上で 30分間インキュベート後（10分おきタッピング）、ミキサーで 30秒間撹拌し、4℃、
15,000 rpmで 15分間遠心した。遠心後、得られた上清をタンパク定量後、2×SDS sample bufferで
2 µg/µlに調製し、5分間煮沸してサンプルとした。 
	 7.5%あるいは 10%のポリアクリルアミドゲルを作製し、サンプル（40－50 µg/lane）を 17 mA/gel
（一定電流）で泳動した。電気泳動後、PVDF膜（Immobilon－P：MILLIPORE）に、15 V（一定電
圧）で 90分転写した。 
	 タンパク質転写後の PVDF膜を TBS（Tris buffered-saline：20 mM Tris-HCl (pH 7.5)）で軽く洗浄後、
5%スキムミルク（森永）/ TBS（0.02% sodium azide）で室温、1時間ブロッキングした。ブロッキ
ング後の PVDF膜を TBST（0.2% Tween20 in TBS）で 5分間、3回洗浄後、1%スキムミルク/TBS
（0.02% sodium azide）または、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1（TOYOBO）で希
釈した 1次抗体と 4℃で一晩インキュベートした。PVDF膜を TBSTで 5分間、3回洗浄し、1%ス
キムミルク/TBSまたは、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2（TOYOBO）で 2000倍希
釈した 2次抗体（Dako）を室温で 1時間反応させた。最後に TBSTで 10分 3回、5分 1回洗浄し、
ECL kit（GE Healthcare）と反応させ、生じる化学発光を ImageQuant LAS4000（GE Healthcare）で検
出した。使用した 1次抗体は下記に記載した。 
1次抗体 
抗体名	 希釈倍率	 希釈溶液	 動物種	 メーカー	 動物種	 
CRIM1 (G-17)  1000 skim milk  goat  Santa Cruz  polyclonal  
Monoclonal Anti-CRIM1 1000 Can Get Signal 1  mouse  Sigma Aldrich monoclonal  
VE-cadherin (BV9)  1000 skim milk  mouse  Santa Cruz  monoclonal  
VE-cadherin (H-72)  1000 skim milk  rabbit Santa Cruz  polyclonal  
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Polyclonal rabbit Anti-eNOS 1000 skim milk  rabbit BD Biosciences polyclonal  
ERK1/2 1000 1% BSA mouse Cell Signaling monoclonal 
Phospho-ERK1/2 (Thr-202/204) 1000 1% BSA mouse Cell Signaling monoclonal 
Akt 1000 1% BSA mouse Cell Signaling monoclonal 
Phospho-Akt (ser-473) 1000 1% BSA mouse Cell Signaling monoclonal 
FAK 1000 1% BSA mouse BD Biosciences monoclonal 
Phospho-tyrosine 1000 1% BSA mouse BD Biosciences monoclonal 
Monoclonal Anti-β-Actin  5000 skim milk  mouse  Sigma Aldrich monoclonal  
 
11. 免疫染色 
	 HUVEC、F-2、F-2/CR1および F-2/CR2をコラーゲンコートした 35 mm dishに播種し、48時間培
養した。1%FBS/DMEMに交換後さらに 24時間培養した。培養上清を除去後、PBSで 2回洗浄し、
4%パラホルムアルデヒドにより室温で 1 時間固定した。その後、PBS で 5 分間 2 回洗浄後、1% 
BSA/PBSで室温下 1時間ブロッキングした。PBSで 5分間 2回洗浄後、1% BSA/PBSで 50倍希釈
した抗VE-cadherin抗体（ウサギ）（Cayman Chemical）または抗CRIM1抗体（マウス）（Sigma）を
4℃で一晩反応させた。 
	 1次抗体反応後、PBSで5分2回洗浄後、PBSで100倍希釈したAlexa Fluor 546 conjugated Anti-rabbit 
IgGまたはAlexa Fluor 488 conjugated Anti-mouse IgGを室温で 1時間（遮光）反応させた。2次抗体
反応後、PBSで 5分 3回洗浄後、カバーガラスを遮光条件下で乾燥させ、ProLong 褪色防止用
封入剤（Life technologies）で封入した。作製した免疫染色サンプルは、共焦点レーザ
ー顕微鏡（Nikon）で撮影した。  
	 VE-cadherin の集積に対する Ca2+の影響の検討においては、2 mM EGTA を 37℃で
5 分間処理した後の細胞の VE-cadherin を染色した。また、Ca2+再添加の検討におい
ては、EGTA 処理細胞の培地を 1% FBS/DMEM に置換し、90 分間インキュベートし
た後の細胞の VE-cadherin を染色した。  
 
12. 免疫沈降  
	  F-2/Normal、F-2/CR1 および F-2/CR2 をコラーゲンコートディッシュに播種し、コン
フルエントまで培養した。培養上清を除去し、PBS で 2 回洗浄後、RIPA buffer（20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-100、0.25% Deoxychoric acid、5 mM sodium 
orthovanadate、10 mM sodium fluoride、1 mM PMSF、0.8 µM Aprotinin、15 µM E-64、20 µM Leupeptin、
10 µM Pepstatin A）を加え、セルスクレーパーで回収した。氷上で 20 分間インキュベー
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ト後（10 分後に軽くタッピング）、軽く転倒混和して 4℃、15,000 rpmで 15分間遠心し
た。遠心後、得られた上清（細胞ライセート）をタンパク定量後、1.0~1.2 mgのタンパク質（1 ml）
を 5 µgの抗VE-カドヘリン抗体（Santa Cruz）あるいは抗N-カドヘリン抗体（Santa Cruz）と 4℃で
一晩反応させた。その後、Protein Gビーズを添加し 4℃で 2時間反応させ、4℃、15,000 rpmで 5分
遠心した。得られた沈降物に SDS sample buffer を加えて 100℃、5分煮沸後、上清を電気泳動のサ
ンプルとした。細胞ライセートも input として電気泳動した。電気泳動後、タンパク質をイムノブ
ロットで解析した。 
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